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ESTRATEGIAS PARA MINIMIZAGAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM SISTEMAS
DE PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS DESTINADOS A
VITRIFICACAO

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar diferentes estratégias para
minimizar os efeitos do estresse oxidativo induzido pela menadiona durante o cultivo
in vitro sobre o potencial de desenvolvimento embrionario in vitro. Para tanto, no
Experimento |, os odcitos foram MIV em meio suplementado com 0,6 mM de cisteina
e 100 pyM de cisteamina (C+C), 100 Ul de catalase (CAT), 0,6 mM de cisteina
associado a 100 yM de cisteamina e 100 Ul de catalase (C+C+CAT), ou sem a
suplementagdo com antioxidantes (Controle). Posteriormente, foram fecundados e
0s provaveis zigotos cultivados in vitro durante 7 dias. Odcitos imaturos (Oh) e apos
22 h de MIV foram avaliados quanto ao conteudo intracelular de ROS e de GSH,
potencial de membrana mitocondrial, maturacéo nuclear e ocorréncia de apoptose.
No Experimento Il, o6citos foram MIV em meio suplementado com C+C+CAT (ATX)
e os provaveis zigotos foram CIV em meio SOF. Do Dia 6 até o final do CIV os
embrides foram cultivados na presenca ou auséncia de 5 yM de menadiona (MD).
No dia 7 foi avaliada a taxa de blastocistos e os mesmos destinados as avaliacbes
quanto ao conteudo intracelular de ROS e GSH, atividade de caspases 3 e 7 e
ocorréncia de apoptose. Por fim, no Experimento lll, o6citos foram MIV e os
provaveis zigotos foram CIV em meio SOF suplementado com 100 ng/mL de IGF-I
(IGF). Do Dia 6 até o final do CIV os embrides foram cultivados na presenga ou
auséncia de 5 yM de menadiona (MD). No dia 7 foi avaliada a taxa de blastocistos e
os mesmos foram destinados as avaliagdes previamente descritas no Experimento |l
além da avaliagdo da taxa de re-expansao apOs Vvitrificagdo/aquecimento e
expressdo dos genes CASP3, GPX-1 e SOD-1. No experimento |, a taxa de
maturacdo nuclear ndo foi afetada pelos tratamentos (P> 0,05). A porcentagem de
apoptose do grupo C+C+CAT foi superior (P<0,05) ao grupo CAT, porém os grupos
Controle e C+C n&o diferiram dos demais (P>0,05). O conteudo intracelular de ROS
nos grupos C+C e C+C+CAT foi semelhante ao observado em odcitos imaturos (0h),
e o maior (P<0,05) nivel de ROS foi encontrado no grupo Controle. O conteudo
intracelular de GSH foi reduzido (P<0,05) em todos os grupos quando comparados
aos odcitos imaturos, no entanto os grupos Controle, CAT e C+C+CAT
apresentaram menores (P<0,05) concentragcbes de GSH quando comparado ao
grupo C+C. O potencial de membrana mitocondrial aumentou em todos os grupos
(P<0,05) comparado com os odcitos imaturos (0Oh), com excegédo do grupo C+C. A
taxa de blastocistos foi maior (P<0,05) no grupo C+C+CAT comparada aos demais
grupos. No experimento Il, o conteudo intracelular de GSH foi similar (P>0,05) entre
os grupos experimentais. O conteudo intracelular de ROS encontrado no grupo MD
foi superior (P<0,05) aos observados nos grupos Controle e Controle ATX, ja o
grupo ATX MD nao diferiu (P>0,05) dos grupos anteriormente mencionados. A
atividade de caspases nao diferiu (P>0,05) entre os grupos. No entanto, as
porcentagens de apoptose encontradas nos grupos MD e ATX MD foram superiores
(P<0,05) comparadas aos grupos Controle e Controle ATX. A taxa de blastocisto foi
menor (P<0,05) no grupo MD comparados aos grupos Controle e Controle ATX,
porém o grupo ATX MD nao diferiu (P>0,05) dos demais grupos experimentais. No
experimento Ill, o conteudo intracelular de GSH foi similar (P>0,05) entre os grupos



experimentais. O conteudo intracelular de ROS encontrado no grupo MD foi superior
(P<0,05) ao observado no grupo Controle, ja os grupos IGF e IGF MD nao diferiram
(P>0,05) dos grupos anteriormente mencionados. Com relagdo a atividade de
caspases 3 e 7 ndo houve diferenga (P>0,05) entre os grupos. O numero total de
blastdbmeros nado diferiu (P>0,05) entre os grupos experimentais. No entanto, as
maiores porcentagens de apoptose foram encontradas no grupo MD e foram
superiores (P<0,05) aos grupos Controle, IGF e IGF MD. Niveis intermediarios de
porcentagem de apoptose foram encontrados nos grupos Controle e IGF MD, que
nao diferiram entre si (P>0,05), porém tais grupos foram superiores (P<0,05)
comparado ao grupo IGF, que apresentou as menores porcentagens (P<0,05). A
taxa de blastocisto foi menor (P<0,05) no grupo MD comparados aos grupos
Controle e IGF, porém o grupo IGF MD né&o diferiu (P>0,05) dos demais grupos
experimentais. A taxa de re-expansao foi inferior (P<0,05) no grupo MD comparada
aos grupos Controle e IGF, que n&o diferiram entre si (P>0,05). O grupo IGF MD néo
diferiu (P>0,05) dos grupos IGF e MD, porém foi inferior (P<0,05) quando
comparado ao grupo Controle. Ndo houve diferenga (P>0,05) na expressao relativa
dos genes CASP3 e GPX-1 entre os grupos experimentais. No entanto, a expresséo
do gene SOD-1 foi maior (P<0,05) no grupo IGF MD comparado ao grupo IGF,
porém estes grupos n&o diferiram (P>0,05) dos grupos Controle e MD. Em
conclusao, a suplementacdo com antioxidantes intra- e extracelulares durante a MIV
melhorou a competéncia oocitaria para o desenvolvimento embrionario e minimizou
os efeitos deletérios do estresse oxidativo induzido pela menadiona. Ainda, a adigao
de IGF-1 durante o CIV aumentou a resisténcia ao estresse oxidativo induzido pela
menadiona, visto que aumentou a expressao do gene antioxidante SOD-1, o que
resultou em redugao da apoptose e melhorou o desenvolvimento e criotolerancia de
blastocistos bovinos.

Palavras-chave: antioxidantes, apoptose, espécies reativas de oxigénio



STRATEGIES FOR MINIMIZING OXIDATIVE STRESS IN IN VITRO PRODUCTION
SYSTEM OF BOVINE EMBRYOS DESTINED FOR VITRIFICATION

ABSTRACT - The study aimed to evaluate different strategies to minimize the
effects of oxidative stress induced by menadione during in vitro culture on the
potential for in vitro embryonic development. Therefore, in Experiment |, the oocytes
were IVM in medium supplemented with 0.6 mM cysteine and 100 mM cysteamine
(C+C), 100 IU catalase (CAT), 0.6 mM cysteine associated with 100 uM cysteamine
and 100 IU catalase (C+C+CAT) or without antioxidants supplementation (Control).
Then, were fertilized and the presumptive zygotes were in vitro cultured for 7 days.
Immature oocytes (Oh) and oocytes after 22 h of IVM were evaluated for intracellular
levels of GSH and ROS, mitochondrial membrane potential, nuclear maturation and
apoptosis. In Experiment Il, oocytes were IVM in medium supplemented with C+C+
CAT (ATX) and the presumptive zygotes were IVC in SOF medium. From Day 6 to
the end of the IVC, embryos were cultured in the presence or absence of 5 uM
menadione (MD). On day 7, embryo development to the blastocyst rate was
evaluated. Blastocysts were subjected to evaluations for intracellular GSH and ROS
content, caspases 3 and 7 activity and apoptosis. Finally, Experiment Ill, oocytes
were VM and the presumptive zygotes were IVC in SOF medium supplemented with
100 ng/mL IGF-I (IGF). From Day 6 to the end of the IVC, embryos were cultured in
the presence or absence of 5 uM menadione (MD). On day 7, embryo development
to the blastocyst rate was evaluated. Blastocysts were subjected to evaluations for
intracellular GSH and ROS content, caspases 3 and 7 activity, apoptosis, re-
expansion rates after vitrification/thawing and expression of CASP3, GPX-1 and
SOD-1 genes. In the first experiment, nuclear maturation rate was not affected by
treatments (P>0.05). The percentage of apoptosis in C+C+CAT group was higher
(P<0.05) compared to CAT group, but the Control and C+C groups did not differ from
other groups (P>0.05). Intracellular ROS levels in C+C and C+C+CAT groups were
similar to that observed in immature oocytes (Oh) and higher (P<0.05) ROS levels
were found in Control group. The intracellular GSH stocks was reduced (P<0.05) in
all groups compared to immature oocytes, however the Control, CAT and C+C+CAT
groups had lower (P<0.05) GSH concentrations compared to C+C group. The
mitochondrial membrane potential was increased in all groups (P<0.05) when
compared to immature oocytes (Oh), with the only exception of C+C group. The
blastocyst rate was higher (P<0.05) in the C+C+CAT group compared to the other
groups. In the second experiment, the intracellular GSH levels was similar (P>0.05)
between the experimental groups. The intracellular ROS levels found in the MD
group was higher (P<0.05) than Control and Control ATX groups, ATX MD group did
not differ (P>0.05) from the groups mentioned above. The caspases 3 and 7 activity
did not differ (P>0.05) between groups. However, the percentage of apoptosis found
in MD and MD ATX groups were higher (P<0.05) compared to Control and Control
ATX groups. The blastocyst rate was lower (P<0.05) in the MD group compared to
Control and Control ATX groups, but the ATX MD group did not differ (P>0.05) from
the other experimental groups. In Experiment lll, the intracellular GSH levels was
similar (P>0.05) between the experimental groups. The intracellular ROS levels
found in the MD group was higher (P<0.05) than observed in the Control group,



however IGF and IGF MD groups did not differ (P>0.05) from the groups mentioned
above. Caspases 3 and 7 activity and the total number of blastomeres did not differ
(P>0.05) between experimental groups. However, the highest apoptotic percentages
were found in the MD group and were higher (P<0.05) than Control, IGF and IGF MD
groups. Intermediate apoptosis percentage levels were found in Control and IGF MD
groups, which did not differ (P>0.05), but these groups were higher (P<0.05)
compared to IGF group, which had the lowest percentages (P<0.05). The blastocyst
rate was lower (P<0.05) in the MD group compared to Control and IGF groups, but
IGF MD group did not differ (P>0.05) from the other experimental groups. The re-
expansion rates was lower (P<0.05) in the MD group compared to Control and IGF
groups, which did not differ (P>0.05). The IGF MD group did not differ (P>0.05) of the
IGF and MD groups, but was lower (P<0.05) when compared to the Control group.
There was no difference (P>0.05) in the relative expression of CASP3 and GPX-1
genes between experimental groups. However, expression of the SOD-1 gene was
higher (P<0.05) in the IGF MD compared to IGF group, however these groups did not
differ (P>0.05) from Control and MD groups. In conclusion, supplementation with
intra- and extracellular antioxidants during IVM improved oocyte competence for
embryonic development and minimized the deleterious effects of oxidative stress
induced by menadione. Furthermore, the addition of IGF-1 for the IVC increased
resistance to oxidative stress induced by menadione, whereas increased the
expression of the antioxidant gene SOD-1, which resulted in reduction of apoptosis
and improvement of blastocyst development and cryotolerance.

Keywords: antioxidants, apoptosis, reactive oxygen species
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

A biotécnica de producéo in vitro (PIV) de embrides bovinos é amplamente
empregada, com finalidades de pesquisa e comercial, porém tais embrides
apresentam pior qualidade e competéncia de desenvolvimento em comparagéo com
os obtidos in vivo. Ainda, embrides PIV sdo mais sensiveis as baixas temperaturas e
possuem criotolerancia inferior quando comparados a embrides produzidos in vivo
(IMAI et al., 2002). Isso ocorre devido ao aumento na concentracdo lipidica de
embrides durante o cultivo in vitro (CIV), em decorréncia da inclusdo de certos
componentes no meio de cultivo como, por exemplo, o soro fetal. O acumulo de
lipideos e consequente aumento da peroxidacdo lipidica causada por espécies
reativas de oxigénio (ROS) s&o, em grande parte, responsaveis por, prejudicar o
desenvolvimento e criotolerancia de embrides PIV (NEDAMBALE et al., 2006).

O estresse oxidativo é resultado do desequilibrio entre a produgdo de ROS e
0s mecanismos celulares antioxidantes (FEUGANG et al., 2003) e pode acarretar
diferentes tipos de injurias celulares, tais como peroxidagao lipidica, oxidagdo de
aminoacidos e acidos nucléicos, bem como apoptose. Estes fatores em conjunto
podem diminuir a viabilidade embrionaria (KITAGAWA et al., 2004), especialmente
em embrides PIV que sdo mais susceptiveis aos danos oxidativos, visto que seus
mecanismos de defesa sdo insuficientes para proteger sua delicada estrutura celular
(GOTO et al., 1993).

Para evitar danos induzidos pelo estresse oxidativo no embrido, varios
antioxidantes podem ser adicionados aos meios de cultivo in vitro para melhorar o
desenvolvimento com sucesso variavel (ALl et al., 2003). Compostos tiol de baixo
peso molecular, como B-mercaptoetanol, cisteina, cistina e cisteamina, sdo usados
como suplementos do meio de maturagéo de odcitos (DE MATOS et al., 1997; ALI et
al, 2003) e de cultivo embrionario (CAAMANO et al., 1996; LIM et al., 1996;
TAKAHASHI et al., 1993). Estes compostos servem como precursores da sintese de



glutationa (GSH), a qual atua na manutencédo do estado redugao-oxidacédo (redox)
nas células, protegendo-as contra os danos oxidativos (DELEUZE & GOUDET,
2010) ao promover a detoxificagcdo de peroxidos lipidicos e de proteinas tioladas,
bem como a remogdo de H;O, em embrides (JOHNSON & NARS-ESFAHANI,
1994). Portanto, o aumento da sintese de GSH durante a maturacdo pode ser
correlacionado com a competéncia do odcito para o posterior desenvolvimento
embrionario inicial e viabilidade pds-criopreservacdo (FURNUS et al., 2008).

Além da acado protetora de antioxidantes sobre as células em cultivo, uma
outra estratégia € a suplementagdo dos meios de cultivo in vitro com antioxidantes
enzimaticos extracelulares, como a superéxido dismutase (SOD) ou catalase (ALI et
al., 2003), visando a modulagdo das ROS extracelulares. Embora haja poucos
estudos demonstrando os efeitos protetores destes antioxidantes em sistemas de
P1V, foi recentemente demonstrado (ROCHA-FRIGONI et al., 2014) que a adi¢ao de
catalase promoveu reducao dos niveis intracelulares de ROS e da taxa de apoptose
de embrides bovinos PIV. Desta forma, esta claro que a protecdo dos embrides PIV
contra o estresse oxidativo resulta em aumento nas taxas de desenvolvimento
embrionario in vitro, bem como na qualidade dos embrides obtidos. Todavia, ainda
nao esta bem estabelecido se estes beneficios acarretam em maior criotolerancia de
tais embrides.

Além dos antioxidantes, outros fatores ja demonstraram desempenhar
importante papel no desenvolvimento embrionario em condi¢gbes adversas, como por
exemplo, fatores de crescimento. Diversos relatos indicam que o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I) atua como um fator de
sobrevivéncia ao reduzir os efeitos deletérios sobre o desenvolvimento e viabilidade
embrionaria quando blastocistos sao submetidos a condi¢gdes adversas, como
estresse oxidativo (MOSS et al., 2009; KURZAVA et al., 2002). O IGF-| exerce efeito
positivo sobre o desenvolvimento pré-implantacional por estimular o metabolismo e
crescimento embrionario, via reducdo da apoptose e aumento do numero total de
blastémeros (LOTT et al., 2010).

Esta bem elucidado que a protecdo dos embrides PIV contra o estresse
oxidativo € uma das chaves para o aprimoramento do desenvolvimento embrionario

in vitro (TAKAHASHI et al., 2012). Desta forma, este estudo tem como principal



objetivo avaliar os efeitos da suplementagdo com antioxidantes e IGF-I, nas
diferentes etapas da PIV, sobre o desenvolvimento, qualidade e criotolerancia de

embrides bovinos.
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5. CONCLUSAO

A adicdo de IGF-1 durante o CIV aumentou a resisténcia de blastocistos
bovinos ao estresse oxidativo induzido pela menadiona, visto que aumentou a
expressao do gene antioxidante SOD-1, o que refletiu em redugédo da apoptose e do

impacto sobre o desenvolvimento e criotolerdncia embrionarios.
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